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Abstract of EP1065212 

The use of a lipopeptide (I) is claimed for the immunization of humans or animals against pathogens o: 
tumor cells, where (I) contains: (i) a peptide component having 10-40 (preferably 10-20) amino acids; 
(ii) at least one antigenic determinant which specifically induces cytotoxic T-lymphocytes; and (iii) on 
or more chains derived from N- epsilon -palmitoyl-L-lysine, coupled to the carboxy functions of the 
aminoacids. An Independent claim is included for a lipopeptide (F) for immunization against HIV-1 or 
HIV-2, comprising (I) as above in which component (i) is a fragment of an HIV-1 or HIV -2 protein. 
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Description of EP1065212 



[0001] La presente invention a pour objet de nouveaux lipopeptides inducteurs des lymphocytes T 
cytotoxiques. 

[0002] Elle a d'autre part pour objet l'utilisation de tels lipopeptides comme vaccins. 
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(54) Lipopeptides inducteurs des lymphocytes T cytotoxiques et utilisation comme vaccins 



(57) L'invention concerne ('utilisation pour la fabri- 
cation d'un medicament pour {'immunisation du corps 
humain ou animal a I'encontre d'agents pathogenes ou 
de cellules tumorales de lipopeptides comprenant une 
partie peptidique ayant entre 1 0 et 40 acides amines en- 



viron et comportant au moins un determinant antigeni- 
que induisant specifiquement des lymphocytes T cyto- 
toxiques. Les lipopeptides comprennent egalement une 
ou plusieurs chalnes derivees de la N-e-palmitoyl-lysine 
couplees sur des fonctions carboxyle desdits acides 
amines. 
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Description 

[0001] La presents invention a pour objet de nouveaux lipopeptides inducteurs des lymphocytes T cytotoxiques. 
[0002] Elle a d'autre part pour objet i'utilisation de tefs lipopeptides comme vaccins. 

5 [0003] La plupart des vaccins utilises induisent une reponse par Pintermediaire des anticorps. Neanmoins , il a ete 
montre que les lymphocytes cytotoxiques peuvent de maniere efficace proteger des souris contre divers microorga- 
nismes pathogenes (Skehel et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1982, 79; 968 ; Lukacheral, Exp. Med. 1984, 160: 814). 
Ceci a ete aussi montre pour des lymphocytes T cytotoxiques humains diriges contre des cytomegalovirus (Quinnan 
et al., N. Engl. J. Med. 1 982, 307: 7, Rook et al , Am. J. Med. 1984, 76: 385). Cependant peu de choses sont connues 

10 concernant induction de Pimmunite due aux lymphocytes. 

[0004] Des auteurs ont tente d'induire in vivo des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) a I'aide de peptides derives de 
Tovalbumine (Carbone etal. J. Exp. Med. 169: 603, Ishiokaetal. 1989, J. Immunol. 143:1094). Ces auteurs ont obtenu 
des immunisations, mais ces resultats sont specifiques des peptides derives de Tovalbumine . 
[0005] AICHELE et al. ( 1990) J. Exp. Med. 171: 1815) ont , quant a eux r^ussi a induire une reponse T cytolytique 

is par des injections repetees in vivo d'un peptide synthetique en emulsion dans de I'adjuvant incomplet de Freund . Ces 
auteurs n'indiquent pas importance de I'adjuvant dans leurs conditions d'immunisation. Cependant, its laissent sup- 
poser qu'un adjuvant est necessaire a I'obtention d'une telle reponse . 

[0006] La demande EP-203.676 a pour objet un vaccin destine a induire une reponse par P intermedial re des cellules 
T , comprenant des conjugues peptide-acide gras. L'acide gras utilise est I'acide palmitique. Cependant , ce vaccin 

20 comprend aussi de I'adjuvant de Freund . 

[0007] A la connaissance du demandeur , seuls DERES et al. (Nature, Volume 342, 30 Novembre 1 989) ont decrit 
I'utilisation d'un lipopeptide synthetique pour induire in vivo les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) . Dans cet article , 
le fragment NP 147-158 d'une nucleoproteine du virus influenza est couple avec du tripalmitoyl-S-glyceryl cysteinyl- 
seryl-serine(P3CSS). II est montre que le conjugue peptide NP 147-158-lipide P3CSS induit une reponse CTL contre 

25 des cellules cibles infectees par le virus influenza, tandis que des souris immunisees avec seulement le peptide NP 
1 47-1 58 ou avec le peptide Ser Ser-NP 1 47-158 ne generent pas de lymphocytes T cytotoxiques diriges contre ce virus. 
[0008] II est aussi a noter que des lipopeptides ont deja ete utilises pour induire des reactions immunologiques vis- 
a-vis d'antigenes precis , mais les reponses engendrees impliquent la synthese d'anticorps, et non des reponses lym- 
phocytaires T. 

30 [0009] HOPP ( Molecular Immunology, 21 , 13-16,1 984) a montre que I'on pouvait obtenir des anticorps diriges contre 
un determinant du virus de I'hepatite B en immunisant des lapins a I'aide d'une molecule constitute d'un peptide de 
15 acides amines correspondent au determinant antigenique du virus de I'hepatite B et d'un residu pseudolipidique, 
la dipalmitoyl lysine. 

[001 0] La demande EP-93.851 decrit des lipopeptides comprenant une sequence peptidique de 6 a 50 acides amines 
35 nee a une partie lipophile telle qu'un acide gras palmitique, stearique , behenique, oleique ou mycolique . II est men- 
tionne que ces lipopeptides induisent la synthese d'anticorps. 

[0011] L'article de Wiesmuller et al (vaccine, vol.7, n°1 , 29-33, 1989) decrit I'utilisation d'un lipopeptide forme d'une 

partie de la sequence du virus FMDV ( VP^ et du lipide P 3 CSS pour induire la synthese d'anticorps. 

[0012] Le resume de Particle de Jacob et al (Chemical Abstracts, vol.104, n°21, 472, abrege 184.455 x, 1986) con- 
40 cerne I'induction de la synthese d'anticorps par un lipopeptide forme de la toxine tetanique liee a un residu dipalmityl. 

[0013] Le resume de Particle de Watari et al (Chemical Abstracts, vol. 106, p 516, resume n° 154.381 u, 1987) est 

relatif a I'utilisation de peptides correspondant a la region N-terminale de la glycoproteine D du virus HSV couples a 

I'acide palmitique . II est indique clairement dans cet article qu'il y a induction d'une reponse par Pintermediaire des 

cellules T mais que cette reponse n'est pas due a des lymphocytes T cytotoxiques . 
45 [001 4] Deux autres documents concernent la synthese et Petude de la structure de lipopeptides . 

[0015] La demande Internationale WO 89 10 348 a pour objet des lipopeptides derives d'acides gras tels que les 

acides aminoeicosanique, aminodecanoTque, aminotetradecanoique, bromodecanoTque et bromododecanoi'que. 

[0016] II est mentionne que ces composes peuvent etre utilises comme adjuvants et support pour vaccins, mais 

sans donner de moyens de mise en oeuvre. 
so [0017] Le resume de Particle de Mercy et al (Chemical Abstracts, vol.106, n°25, 264, abrege n° 209.643 p, 1987) 

concerne I'anatyse structurale d'un lipopeptide forme d'un fragment d'une proteine du virus G et du lysine-palmitoyl. 

[0018] Cette analyse de Petat de la technique montre done qu'aucune technologie applicable a differents types de 

determinants antigeniques n'a ete mise au point permettant d'obtenir I'induction des lymphocytes T cytotoxiques, avec 

une reponse induite forte, et ne necessitant pas d'administ ration d'adjuvant . 
55 [001 9] Le demandeur a montre de maniere surprenante que I'on pouvait induire chez un organ ism e note une reponse 

des lymphocytes T cytotoxiques contre un antigene en immunisant ledit organisme avec un complexe lipopeptidique 

contenant un des determinants de cet antigene . 

[0020] De maniere encore plus surprenante, le demandeur a montre que cette induction pouvait etre obtenue pour 
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un grand nombre de determinants antigeniques de divers agents pathogenes. 

[0021] La presente invention a done pour objet un lipopeptide comprenant une partie peptidique ayant entre 10 et 
40 et preferentiellement entre 10 et 20 acides amines environ et comportant au moins un determinant antigenique , 
ledit lipopeptide comprenant egalement une ou plusieurs chalnes derivees d'acides gras comprenant entre 10 et 20 
s atomes de carbone et/ou un ou plusieurs groupements steroTdes, modifies couples sur des fonctions NHg-a ou NH 2 - 
e desdits acides amines. 

[0022] Lesdits derives d'acides gras peuvent etre notamment I'acide 2-amino hexad6canoique (D,L) de formule (I) 
suivante : 



15 




20 la N-e-palmitoyl- lysine (L) de formule (ll)suivante: 




so - ou son derive de formule : 



35 




40 |a N,N-diplamitoyl-lysine (L) de formule (III) suivante: 




le pimelautide de formule (IV) suivante : 
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VAocx 



is |e trimexautide de formule (V) suivante : 



20 



25 




Uooc 



30 

ou un de leurs derives. 

t 0023 l Lesdits groupements steroTdes peuvent etre la N-e-[(cholest-5-enyl-3-oxy)-acetyI]-lysine (L) de lormule (VI) 
suivante : 

35 



40 



45 




so Tacide (cholest-5-enyl-3-oxy) acetique de formule (VII) suivante : 



55 
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70 



ou un de leurs derives. 

[0024] La partie peptidique peut etre un fragment de toute proteine issue d'agent pathogene presentant un determi- 
nant antigenique. 

is [0025] De telles proteines peuvent notamment etre ies proteines du virus HIV1 ou HIV2, en particulier la proteine 
codee par le gene env. Dans ce cas, on peut de maniere avantageuse utiliser ies fragments 312-327 ou 302-336 selon 
la sequence HIV 1 -BRU ( Hyers, C.A.B. Rabson, S.F. Josephs, T.F. Smith and E. Wong-Staal (Eds.). 1989. Human 
retrovirus and AIDS. Los Alamos Laboratoy ll:59) de cette proteine, pour former la molecule conjuguee lipopeptidique. 
[0026] La presente invention a d'autre part pour objet des vaccins a I'encontre de virus ou de parasites contenant 

20 run des lipopeptides precedemment decrits , et en particulier des vaccins a I'encontre des maladies liees aux virus 
HIV, lesdits vaccins contenant avantageusement un fragment de la proteine produit du gene env. 
[0027] La presente invention a de plus pour objet des compositions pharmaceutiques contenant une quantite efficace 
d'au moins un des composes precedemment decrits en association avec un ou plusieurs diluants ou adjuvants com- 
patibles et pharmaceutiquement acceptables . Ces compositions sont en particulier destinees au traitement des ma- 

25 ladies liees aux virus HIV par induction des lymphocytes T cytotoxiques 

[0028] La presente invention a encore pour objet ('utilisation des lipopeptides precedemment decrits pour I'immuni- 
sation du corps humain ou animal a I'encontre d'agents pathogenes par induction des lymphocytes T cytotoxiques . 
De tels agents pathogenes peuvent etre des virus ayant une depense cytotoxique importante , en particulier Ies virus 
HIV1 et HIV2, et certains parasites. 

30 [0029] Lesdits lipopeptides peuvent aussi etre utilises contre certains cancers afin d'induire une reponse CTL spe- 
cifique de certaines cellules tumorales. 

[0030] Les lipopeptides objets de la presente invention peuvent etre obtenus a partir des constituants proteiques et 
pseudolipidiques par des methodes connues de I'homme du metier . en particulier soit par couplage des acides amines 
composant la partie peptidique avec le pseudo-lipide immobilise sur une resine, c'est-a-dire par synthese en phase 
35 solide, soit par couplage du pseudo-lipide sur un peptide immobilise en phase solide. 

[0031] 1 1 est a remarquer que les lipopeptides selon I'invention, presentent I'avantage notable de pouvoir etre adaptes 
a I'induction de lymphocytes T cytotoxiques diriges contre tout type de determinant antigenique de tout agent patho- 
gene. 

[0032] A titre subsidiaire la presente invention conceme aussi les intermediates de synthese suivants: 
40 I'acidee 2-tertiobutyloxycarbonylamino hexadecano'fque (D,L) de formule (VIII) suivante : 



45 




50 




Hooc* 



f6 



la N-a-terbutyloxycarbonyl e-palmitoyl-lysine (L) de formule (IX) suivante : 



55 
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ou ia N-a-fluorenylmethyloxycarbonyl e-[(cholest-5-enyl-3-oxy)-acetyl] lysine (L) de formule (XII) suivante: 
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0 



ou un de leurs derives. 

[0033] La presente invention est illustree sans etre aucunement limitee par les exemples d'application suivants dans 
lesquels les figures 1 et 3 represented les spectres en HPLC en phase inverse du lipopeptide V3GP120, 312-327 
succinyl respectivement lors des electrophoreses preparatives et analytiques . 
25 [0034] La figure 2 represente quant a elle son spectre de masse . 

EXEMPLE 1. 

Syntheses des residus pseudo-lipidiques ( ou molecules hydrophobes ). 

30 

1 . Synthese de I'acide t-butyloxycarbonyl amino-2-hexadecanoique . 

1.1 Synthese de I'acide amino-2 hexadecanoique. 

35 [0035] 

Formule brute : C 16 H 33 N0 2 
Masse moleculaire : 271 ,44 
Mode operatoire : 

40 Dans un autoclave prealablement nettoye a I'acide nitrique 50% et a I'acide phosphorique 10%, on introduit 

0,0298 mote d'acide 2-bromohexadecanoique (10g) et 100 ml de NH 4 OH en solution a 28%. Apres agitation, 
['autoclave est chauffe a 60°C pendant 15 heures . Le derive amine en formation precipite dans le milieu reaction- 
nel. Apres refroidissement , I'autoclave est lave , i'eau diffusee et I'ethanol elimine. Le melange reactionnel est 
filtre sur verre fritte de porosite 4. La difference de solubilite des differents produits en milieu ethanol permet 

45 d'eliminer les traces d'acide 2-bromohexadecanoique par rincages . 

Quantite de precipite obtenu : 4,37 g ; rendement de 54%. 

Remarque : la non solubilite du derive amine a ete verifiee dans de nombreux sotvants ( eau, ethanol, acide ace- 
tique a f roid, acide formique 70%, acetate d'ethyle, toluene, toluene/acetonitrile, acetate d'ethyle/acetonttrile). Par- 
mi tous les essais de solubilisation testes, seule Taction d'un detergent specifique ( le trimethylbenzylammonium 

fo hydroxyde) ou de I'acide acetique bouillant a dissous le derive amine. 

Le precipite seche est repris par 150 ml d'acide ac6tique chauffe a reflux jusqu'a obtention d'une solution timpide 
jaunatre . Les pigments co lores sont absorbes sur charbon vegetal . Apres filtration sur papier filtre plisse, le derive 
amine purifie est obtenu par cristallisation a partir de l'6luat. Les cristaux blancs obtenus sont recuperes sur verre 
fritte de porosite 4, laves a I'acide acetique froid avant d'etre seches en dessicateur sur P 2 O s . 

S5 Rendement : 46 % ( le produit etant sous forme acetate on considere un PM de 330,48). 

[0036] Le rendement de purification equivaut a 85%. 
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1 .2. Synthese de I'acide T-butyloxycarbonyllamino2-hexadecano!que. 
[0037] 

Formule brute : C 21 H 41 N0 4 
Masse moleculaire : 371 ,557. 
Mode operatoire : 

Mise en solution de I'acide amino-2 hexadecanoique . 

[0038] A 5 mmoles d'acide amine sous forme acetate (1 .655g) sont ajoutes 1.1 equivalent de "Triton" (benzyttrime- 
thylamrnoniumhydroxyde) en solution a 40% dans le methanol (2.9 ml) ainsi que 100 ml de DMF. Le melange reac- 
tionnel est laisse sous agitation a temperature ambiante jusqu'a mise en solution complete. Le DMF est alors evapore 
a la pompe a palettes . Le residu est seche en dessicateur sur P 2 O s . 
[0039] Protection de la fonction amine . 

[0040] Le residu sec est dissous dans un melange constitue de 36 ml d'eau , 8 ml de KHC0 3 IN et 30 ml d'alcool 
tertiobutylique. A cette solution, sont ajoutes 2,5 equivalents de terbutyldicarbonate (PM= 21B.25). Le pH est ajuste 
entre 8 et 9 a I'aide d'une solution de Na 2 C0 3 IN et maintenu constant dans les premieres heures de reaction. La 
cinetique de couplage est controlee par chromatographie sur couche mince de silice . 

[0041] Apres evaporation sous vide de Palcool tertiobutylique , le produit est repris dans 100 ml d'eau. La phase 
aqueuse est acidifiee a pH 3 par une solution d'HCI IN. Le Boc-acide amine est extrait a I'aide d'acetate d'ethyle ( 2 x 
100 ml) . La phase organique est lavee a I'eau distillee, sechee sur Na 2 S0 4 anhydre, filtree puis concentree a I'aide 
de I'evaporateur rotatif . Le residu huileux est additionne de 4 ml d'hexane . La cristallisation du Boc-acide amine est 
favorisee par refroidissement en chambre froide . Les cristaux blancs sont recuperes sur verre f ritte de porosite 4 , 
laves a I'hexane et seches en dessicateur sur P 2 O s . 
Rendement: 16 a 18%. 

1.3. Purification et caracterisation. 

1.3.1. Purification. 

[0042] Des recristallisations successives ont permis d'augmenter la purete (augmentation du point de fusion) . La 
purification a conduit a une baisse de rendement d'au maximum 2% pour I'acide amine hexadecanoique et d'au maxi- 
mum 1 % pour I'acide amine protege. 

1.3.2. Caracterisation. 
[0043] 

A. Point de fusion : 



Produit 


Point de fusion obtenu 


Acide 2-bromohexadecanoTque 
Acide amino-2 hexadecanoique 
Acide tert-butyloxycarbonyl amino-2 hexadecanoique 


56°C 
- 144 D C 
85°C. 



B. Chromatographie sur couche mince de silice. 

Les solutions (10 a 20u.l d'une solution a 1 mg/ml) sont deposees sur couche mince de silice (Merck gel de 
silice 60 sans indicateur de fluorescence). 

L'acide 2-bromohexadecanoTque est mis en solution dans I'ethanol , I'acide amine 2-hexadecanoTque dans 
I'acide acetique bouillant, et le tert-butyloxycarbonylamino-2-hexadecanoique dans le dichloromethane . 

Choix du solvant de migration. 

Les differents systemes choisis sont : 

Systeme A: butanol/acetate d'ethyl/acide acetique/eau dans les proportions volume/Volume : 1/1/1/1 . Systeme 
B: acetate d'ethyl/pyridine/acide acetique/eau dans les proportions v/v: 5/5/1/3. 
Systeme C: chloroform e/methanol/acide acetique dans les proportions v/v : lO/l/o.l. 
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Revelation . 

Apres migration, dans le systeme de solvants appropries , les couches minces sont sechees 15 minutes a 
120°C avant d'etre revelees apres aspersion d'un reactif de revelation. 

5 Le reactif a la ninhydrine specifique des fonctions amines primaires permet la revelation de I'acide amine 

hexadecanoique non protege mais aussi du Boc acide amine, Paspersion d'acide acetique a 20% suivie d'un 
sechage a 120°C permettant le deplacement du groupement Boc . 

L'aspersion a I'aide d'un reactif compose de 20g de (NH 4 ) 2 S0 4l de 3 ml de H 2 S0 4 et 100 ml d'H 2 0 permet la 
10 revelation simultanee des trois produits. Pour cette technique , le sechage de la chromatographie sur couche 

mince apres aspersion, est realise a I'aide d'un epiradiateur ( resistance en porcelaine avec rayonnement infra- 
rouge ). 



Resultat : 






Produit 


Solvants 


Rf 


Acide 2-bromohexadecanoique 


Systeme A 


0,5 




Systeme B 


1 




Systeme C 


1 


Acide amino-2 hexadecanoique 


Systeme A 


0,82 




Systeme B 


0,94 




Systeme C 


0 


Acide tert-butyloxycarbonyl amino-2 hexadecanoique 


Systeme A 


1 




Systeme B 


1 




Systeme C 


0,67 



C. La spectrometrie de masse (PDMS BIO-ION 20). 

Spectre de I'acide tert-butyloxycarbonyl amino-2 hexadecanoique. 

30 



MM (g) 


(M-H)~ 


Fragments: 


MM theorique 


370,557 




MM experimental 


370,8 


270 



L'ion moleculaire experimental et I'ion moleculaire theorique ont une masse identique . L'ion moleculaire se 
f ragmente ; il y a perte du groupement Boc ( pic a 270) . Le pic 296,6 represente l'ion de masse 270 additionne 
du groupement CN (nitrocellulose). 

2. Synthese du 3-p-(2'carboxymethoxy) cholest-5-ene. 

2. 1 . Synthese du tosylate de cholesteryle. 

[0044] 

Formule brute : C34H 5 3S0 3j 
- . Masse moleculaire : 540,83, 
Mode operatoire : 

Apres dissolution de 25,86 mmoles de cholesterol (10g) dans un minimum de pyridine ( 5 a 10 ml), on ajoute un 
exces de chlorure de tosyle (10g, 52,6 mmoles). Apres agitation pendant 12 heures, la pyridine est eliminee par 
evaporation a sec. Le residu est solubilise dans 20 ml d'acetone a chaud (la temperature est maintenue inferieure 
a 55° C pour eviter la formation d'une huile ) . On filtre . Le tosylate de cholesterol est obtenu par cristallisation a 
partir de I'eluat. Les cristaux blancs obtenus sont laves a I'acetone froid et seches en dessicateur sur P 2 O s . 

[0045] Rendement : 82 a 85%. 
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2.2. Synthese du 3p-(2'hydroxyethoxy)-cholest-5-ene. 
[0046] 

5 - Formule brute : C 29 H 50 O 2 . 

Masse moleculaire : 430,71 . 
Mode operatoire: 

[0047] A 17,5 mmoles de tosylate de cholesteryle (10g) dissous dans 120 ml de dioxanne, sont additionnes 30 ml 
10 d'ethyleneglycol (480 mmoles). Le milieu reactionnel est chauffe a reflux pendant 4 heures a 120°C. Apres 
refroidissement , il est repris dans 150 ml d'eau distillee . Le derive alcool forme est extrait a Tether diethyllque ( 3 x 
200 ml) . La phase etheree est lavee successivement par du NaHC0 3 5% ( 2 x 200 ml) et de I'eau distillee (2 x 200 
ml). Apres sechage sur Na 2 S0 4 anhydre, la solution etheree est concentree jusqu'a obtention d'une huile. Apres ad- 
dition de 4 ml d'hexane, la cristallisation est amorcee par frottement et refroidissement en chambre froide (4°C) . Les 
is cristaux blancs sont recuperes sur verre fritte de porosite 4 et laves a I'hexane avant d'etre seches en dessicateur sur 

p 2 o 5 . 

Rendement : 32 a 34 %. 

2.3 . Synthese du 3p-(2'-carboxymethoxy)cholest-5-ene. 

20 

[0048] 

Formule brute : C 29 H 48 P 3l 
Masse moleculaire : 444,69. 
25 - Mode operatoire : 

[0049] On realise prealablement la solution oxydante : celle-ci comprend 2,67 g d'anhydride chromique, 2,3 ml de 
H 2 S0 4 concentre, le volume etant porte a 10 ml avec de I'eau distillee . Le milieu oxydant est ajoute goutte a goutte 
a 4,66 mmoles (2g) de 3 p-(2'-hydroxyethoxy)-cholest-5-ene dissous dans 50 ml d'acetone . devolution de la reaction 

30 est controlee par chromatographie sur couche mince. La reaction achevee, le milieu reactionnel est repris dans 250 
ml d'eau distillee . Le derive acide est extrait a I'acetate d'ethyle ( 3 x 200 ml). La phase organique est lavee a I'eau 
distillee ( 2 x 200 ml), sechee sur Na 2 S0 4 anhydre et concentree jusqu'a obtention d'une huile . L'huile est additionnee 
de 4 ml d'ether de petrole . On favorise la cristallisation du derive acide par refroidissement en chambre froide (4 0 C) . 
Les cristaux blancs sont recuperes sur verre fritte de porosite 4, laves a I'aide d'ether de petrole et seches en dessicateur 

35 sur P 2 0 5 . 

[0050] Rendement: 29 a 31 %. 

2.4. Purification et caracterisation. 

40 2.4.1. Purification. 

[0051] Le p-toluenesulfonate de cholesteryle est purifie par recristallisations successives dans Pacetone. Le p-(2'- 
hydroxyethoxy)-cholest-5-ene et le derive acide ont tous deux ete purifies par chromatographie sur couche epaisse 
de silice. 

45 

A. Chromatographie sur couche epaisse de silice. 

[0052] Les depots sont effectues sur couche epaisse de silice (Merck gel de silice 60 PF avec indicateur de 
fluorescence), les taches etant revelees par des ultraviolets. 
50 [0053] Une solution contenant 0,250 mg de produit est deposee sur la plaque de silice, les produits ont tous deux 
6t6 dissous dans le dichloromethane . 



Produit 


Sotvant 


Rf 


3(5- (2'-hydroxy ethoxy )chol est-5-en e 
3p-(2'-carboxymethoxy)cholest-5-ene 


Ether de petrole/Ether ethylique Proportions volume/volume: 1/1 
Ether de petrole/Ether ethyl ique/methanol Proportions v/v: 1 0/1 0/3 


0,48 
0,52 



[0054] Les deux produits ont ete extraits de la silice avec du methanol . On observe pour chacun des produits une 
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perte equivalente a environ 30% de la quant ite deposee . 
2.4.2. Caracterisation. 
5 [0055] 

A. Point de fusion. 



Produit 


Point de fusion (litterature) 


Point de fusion 


Paratoluene sulfonate de cholesteryle 
3P-(2'-hydroxyethoxy) 
3fi-(2'-carboxymethoxy) cholest-5-ene. 


131,5 0 C-132,5°C 

102°C-104°C 

160°C-161°C 


128°C 
99° C 
157°C 



15 B . Chromatographie sur couche mince. 

Les depots (10 a 20 uJ) d'une solution 1 mg/ml sont effectues sur couche mince de silice avec indicateur de 
fluorescence (Merck Kieselgel 60F 254 ). 

La mise en solution des differents produits est effectuee dans le dichloromethane. 

Apres migration, dans le systeme de solvant approprie, les couches minces sont sechees a I'air avant d'etre 
20 revelees soit par ultra-violet , soit apres aspersion avec HCI0 4 ( 20%) et sechage a I'etuve (120°C pendant 20 

minutes). 

Resultat : 
Differents systemes de solvants. 



25 



30 



Systeme A: Ether ethylique/Ether de petrole dans les proportions volume/volume : 1/1. 
Systeme B: Ether ethylique/Ether de petrole dans les proportions v/v : 1/2. 
Systeme C: Ether de petrole/Ether ethylique/Methanol dans les proportions v/v : 5/5/1. 
Systeme D: Ether de petrole/Ether ethylique/M6thanol dans les proportions v/v: 10/10/3. 
Systeme E: Ether de petrole/Ether ethylique/Methanol dans les proportions v/v: 5/5/2. 
Systeme F : Ether 6thylique. 



40 



45 



SO 



Produit 


Systeme de solvant 


Rf 


Cholesterol 


Systeme A 


0,54 




Systeme B 


0,3 




Systeme F 


0,95 


Paratoluene sulfonate de cholesteryle 


Systeme A 


0,85 




Systeme B 


0,62 




Systeme F 


1 


3p-(2'-hydroxyethoxy)-cholest-5-ene 


Systeme A 


0,41 




Systeme B 


0,24 




Systeme F 


0,9 


3p-(2'-carooxymethoxy)-cholest-5-ene 


Systeme A 


0 




Systeme B 


0 




Systeme C 


0,1 




Systeme D 


0,42 




Systeme E 


0,78 




Systeme F Effet de trainee: 




RfO--> 0,5 





55 



C. Spectrometrie de masse (PDMS). 

Analyse du 3P-(2*-carboxymethoxy)-cholest-5-ene. 



MM (g) 


(M-H)- 


MM theorique 


443,69 
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(suite) 



MM experimental 



443,1 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



L'ion moleculaire experimental et I'ion moleculaire theorique ont une masse identique. 
D. Resonance magnetique nucleaire du C13. 

L'analyse du spectre du 3p-(2'-carboxymethoxy)-cholest-5-ene a ete effectuee parcomparaison avec le spec- 
tre RMN C13 du cholesterol. 

La mise en solution du cholesterol et du 3p-(2'-carboxymethoxy)-cholest-5-ene a ete realisee dans le chloro- 
forme deutere. 

Spectre du cholesterol. 



Pics 


d(ppm) obtenu 


attribution 


d(ppm)theorique 


1 


140,7606 


C5 ou C6 


fonction alcene: d(ppm) de 100)145 


2 


121,7064 


C5 ou C6 




3 


78,5715 


CDCI 3 




4 


76,9981 


CDCI3 




5 


75,4010 


CDCI3 




1'a22' 


71 a 11 




fonctlons alcanes. 



Spectre du 3 p-(2'carboxymethoxy)-choloest-5-ene. 



Pics 


d(ppm) obtenu 


attribution 


d(ppm)theorique 


1 


172,2923 


C2' 


fonction acide:d(ppm) de 160 a 185 


2 


139,8394 


C5 ou C6 


fonction alcene: d(ppm) de 100 a 145 


3 


122,5233 


C5 ou C6 


fonction alcene fonction ether:d(ppm) de 45 a 80 


5 


79,2943 


cr 


+ leger deplacement 


6 


78,5903 


CDCI3 




7 


77,0089 


CDCI3 




8 


75,4146 


CDCI3 




9 a 31 


65 a 11 




fonctions atcanes. 



E. Analyse elementaire . 

L'analyse elementaire du 3p-(2'-carboxymethoxy)cholest-5-ene a fourni les resultats suivants: 





Theorique 


Obtenu 


% de carbone 


78,3 


76,25 


% d'hydrogene 


10,9 


10,9 


% d'oxygene 


10,8 


12,5 



45 EXEMPLE 2 - Synthese des lipopeptides. 

I.Methode de couplaqe de I'acide 2-amino hexadecanoique. 



50 



55 



[0056] Le choix des sequences construites sous forme lipopeptidique s'est porte sur la region 312-327 de la gp120 
du virus VIH-1 LAV -BRU afin d'etudier la reponse T cytotoxique . On a effectue 3 preparations avec cette sequence. 
[0057] La synthese a ete realisee en phase solide (MERRIFIELD R.B., 1963, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2210). 
[0058] Tous les lipopeptides ont ete synthetises sur une resine benzhydrylamine (chargee a 0,72 millimole/gramme). 
Dans tous les cas , le premier acide amine greffe est I'acide BOC amino-2 hexadecanoique ( 2 Equivalents). Ceci a 
permis d'obtenir des constructions ou I'acide amine C-terminal est I'acide amino-2 hexadecanoique sous forme amide 
afin d'eviter la presence d'une charge a proximrte de la chaine aliphatique hydrophobe. Apres acetylation par I'anhydride 
acetique en milieu basique, afin de bloquer les sites reactifs libres, on a effectue le clivage du BOC N-terminal puis le 
couplage du premier acide amine de la sequence. 
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[0059] Toutes ces etapes ont ete realisees manuellement, ce qui a permis d'effectuer des controles tres precis des 
couplages de I'acide amine pseudolipidique et du premier acide amine sur celui-ci. 

[0060] L'activateur de couplage est I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N-oxytriadimethylaminophosphonium 
(BOP) en presence d'hydroxybenzotriazole (HOBt) et de diisopropylethylamine (DIEA). Grace a cette methode de 
5 couplage tres performante, le rendement de ces deux reactions de couplage a toujours ete superieur a 99; 5% malgr6 
le fort encombrement sterique du a I'acide BOC amino-2 hexadecanoTque. 

[0061] La suite des syntheses s'est effectuee de facon classique en automatique jusqu'au dernier acide amine. A 
ce stade la peptidyl-resine a ete divisee en 3 lots, traites manuellement : 

10 - 1 lot a ete consen/6 tel quel; 

1 lot a ete greffe par I'acide BOC amino-2 hexadecanoTque. 

Le couplage manuel (au BOP) de ce dernier a ete suivi d'un clivage du BOC N-terminal et d'une acetylation de toutes 
les fonctions amines ainsi demasquees . Cela a permis d'eviter la presence d'une charge a proximity de la chaine 
15 aliphatique hydrophobe de I'acide amine pseudolipidique , 

1 lot a ete greffe par la diBOC, Na.e-lysine. Le couplage manuel ( au BOP) de cette demiere a ete suivi d'un clivage 
des deux BOC et du couplage manuel de I'acide palmitique ( au BOP). Nous avons ainsi obtenu des peptides 
possedant une dipalmitoyl-lysine en position N-terminale. 

20 

[0062] Ces couplages effectues manuellement ont fait I'objetd'un controle etroitqui a reveledes rendements toujours 
superieursa 99,5%. Ces resultats confirment I'interet de I'utilisation du BOP comme agent activant en synthese pep- 
tidique, surtout pour coupler les acides amines pseudolipidiques ou pour effectuer un couplage sur ces demiers. Les 
lipopeptides synthases ont ensuite ete dives de leur support . Les lipopeptides derives de la sequence 312-327 ont 
25 ete dives par traitement a I'acide fluorhydrique anhydre. Les rendements de coupure sont assez faibles, compris entre 
40 et 70%. 

[0063] II existe au moins deux explications a ces valeurs : 

1 ) le clivage d'un peptide greffe sur une resine benzhydrylamine n'est jamais complet dans les conditions usuelles 
30 de coupure; 

2) la presence de I'acide amino-2 hexadecanoTque, directement en contact avec la resine, a certainement amplifie 
ce phenomene. 

[0064] Apres deux lavages (TFA-ether), I'identite des lipopeptides a ete controlee en analyse d'acide amine apres 
35 hydrolyse acide totale et , pour certains, en spectrometrie de masse PDMS. Leur homogeneite a ete verifiee en chro- 
matographie sur couche minche de silice et CLHP en phase inverse analytique. 

II. Methodes de couplage du pimelautide et du trimexautide. 

40 1 ) Methode de couplage du pimelautide ( ou du trimexautide ) a I'extremite N-terminale d'un peptide par le moyen d'un 
maillon succinvle. 

[0065] Cette methode s'applique a la fixation du pimelautide ( ou du trimexautide ) non protege sur un peptide cons- 
trurt en phase solide , encore fixe sur la resine, et aux chaines laterales protegees . 
45 [0066] Le trimexautide et le pimelautide (Rhone Poulenc) presentent tous deux , deux fonctions carboxyliques libres, 
et une fonction amine primaire libre . La creation d'une liaison amide predeterminee entre le peptide et le piumelautide 
( ou le trimexautide), ne peut se faire que par utilisation du pimelautide ( ou de trimexautide) comme partenaire amine . 
[0067] La succinylation du peptide sur la resine permet d'en faire le partenaire carboxylique. 

so DEPROTECTION 

[0068] Le groupement terbutyloxycarbonyle, qui protege temporairement I'extremite N-terminale du peptide sur la 
resine, est clive par Taction d'une solution d'acide trifluoroac6tique a 40% dans le dichloromethane , pendant 20 minutes 
sous agitation. 
55 [0069] La resine est lavee par : 

deux fois 20 ml de dichloromethane, 

deux fois 20 ml de diisopropylethylamine a 5% dans le dichloromethane , 
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deux fois 20 ml de dimethylformamide (pendant 3 minutes pour chaque lavage ). 
SUCCI NYLATIQN. 

5 [0070] Elle est realisee en effectuant trois fois le couplage par mise en presence de la resine de la solution de 
succinylation avec : 

un quintuple exces d'anhydride succinique ( solution a 5% dans la N-methylpyrrolidone ). 
de la diisopropylethylamine en quantite stoechiometrique par rapport aux amines de la resine (pendant 20 minutes 
10 sous agitation ). 

ACTIVATION. 

[0071] L'activation du carboxyle maintenant present sur la resine est realisee de la facon suivante : 
is [0072] la resine est soumise a Taction de la solution activante ( pendant 1 5 minutes a temperature ambiante, et sous 
agitation ): 

B.O.P. ( hexafluorophosphate de benzotriazolyloxy trisdimethylamino phosphonium) : 3 exces par rapport aux 
carboxyles, 

20 - H.O.BT. s ,( hydroxybenzotriazole) : 3 exces par rapport aux carboxyles, 

diisopropylethylamine : 7 exces par rapport aux carboxyles en solution dans la N-methylpyrrolidone . 

LAVAGE: 

25 [0073] La solution est lavee par : 

3 fois 30 ml de dimethylformamide, 
3 fois 30 ml de dichloromethane. 

30 COUPLAGE: 

[0074] La resine est soumise a Taction de la solution de couplage : 

pimelautide ( ou trimexautide): 3 exces par rapport a Tester active d'hydroxybenzotriazole, 
35 - diisopropylethylamine : 3 exces par rapport a Tester, 
dimethylsulfoxyde 10% 

N - methylpyrrolidone 90 %: quantite suffisante pour dissoudre le pimelautide ( ou le trimexautide ). 

[0075] La solution saturee est environ a 4% de pimelautide ou de trimexautide apres sonication et passage 2 minutes 
40 a 50°C. 

2)Svnthese en phase solide du V3GP120. 312-327 succinvl. 

a) N-protection du pimelautide ( ou du trimexautide) par le groupement tert-butyloxycarbonyle. 

45 

[0076] 500 micromoles de pimelautide ( ou de trimexautide ) sont dissous dans 10 ml d'une solution tampon carbo- 
nate 0,1 MapH 9,5. 

[0077] On ajoute 10 ml d'une solution de pyrocarbonate de diterbutyle a 100 mmoles/l. 
[0078] Un pH compris entre 9 et 10 est maintenu pendant 100 heures par ajout de carbonate disodique. 
50 [0079] Le milieu reactionnel est ensuite dilue par 10 ml d'eau et 1 0 ml d'ether diethylique, et la phase aqueuse lavee 
est acidifiee a pH 2,5 par Thydrogenosutfate de potassium. 

[0080] Une extraction par 1 00 ml de dichloromethane, suivi d'une evaporation du solvant a Tevaporateur rotatif con- 
duit a la cristallisation du Boc-pimelautide ( ou Boc-trimexautide). 

[0081] L'incorporation du Boc-pimelautide ( ou du Boc-trimexautide ) en synthese peptidique en phase solide genere 
55 deux isomeres de position. 
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b)CLIVAGE ET PURIFICATION. 

[0082] Le clivage du peptide en fin de synthese est realise par I'acide fluorhydrique anhydre. 
[0083] Le peptide est alors purifie par gel-filtration et HPLC preparative en phase inverse de type C 4 . 
s [0084] La figure 1 represente le spectre a 235 nm de I'HPLC preparative , obtenu sur 20 mg de lipopeptide dissous 
dans HCOOH. 

[0085] Le lipopeptide obtenu est alors analyse par hydrolyse acide totale, par chromatographie anaiytique HPLC C 4 
et en spectrographie de masse. 

[0086] La figure 2 represente le spectre de masse. On observe un pic distinc a 2422,2 ce qui correspond a la masse 
10 du lipopeptide. 

[0087] Les figures 3a et 3b represented respectivement la chromatographie anaiytique HPLC C 4 du lipopeptide et 
du temoin sans lipopeptide. 

[0088] Les conditions de la chromatographie sont les suivantes : 

15 solvant (A) : trifluoroacetate a 0,5%o. 

gradiant : solvant B: acetonitrile 0,75%. 

trifluoroacetate a 0,5%o. 
gradiant de 10% a 80% en 120 mn. 
mesure a une longueur d'onde de 21 5 nm. 

20 

Lors de I'hydrolyse acide totale, I'acide diaminopimelique (Dap) present dans le pime^autide et le trimexautide constitue 
un bon marqueur du couplage. 



25 



30 



35 



Resultats de I'hydrolyse acide totale 


Amino-acides 


nanomoles 


mesure 


theorique 


mesure/theorique 


Thr 


3.2500 


0.97 


1 


0.97/1 


Glu 


7.1000 


2.11 


2 


1.06/1 


Pro 


3.1800 


0.95 


1 


0.95/1 


Gly 


10.3500 


3.08 


3 


1.03/1 


Arg 


6.6900 


1.99 


2 


1.00/1 


Val 


3.3900 


1.01 


1 


1.01/1 


lie 


9.5800 


2.85 


3 


0.95/1 


Phe 


3.3500 


1.00 


1 


1.00/1 


Lys 


3.5200 


1.05 


1 


1.05/1 


Arg 


9.9200 


2.95 


3 


0.98/1 


Dap 


3.500 


1.05 


1 


1.05/1 



40 EXEMPLE 3 

Immunisation a I'encontre du peptide NP 147-158. 

[0089] Les immunisations des souris sont effectuees comme suit : 

45 

Immunisations: 

[0090] Les souris ont ete injectees avec les preparations de lipopeptides par voie intraperitoneal^ ( i.p.) ou par voie 
sous-cutanee (S.C.), avec ou sans adjuvant . 
50 [0091] II faut au moins deux injections ( espacees de 8 a 30 jours) pour obtenir des CTL. 
[0092] Chaque injection contient 5 x 10" 8 mole de lipopeptide. 

Detection des CTL 

55 [0093] 8 a 21 jours apres la derniere injection, la rate des souris immunisees a ete prelevee, les splenocytes de ces 
souris ont ete cultives in vitro a raison de 5 x 10 6 splenocytes/2 ml de milieu de culture classique (DMEM + 10% Fes 
+ pyruvate + acides amines non essentiels + p-2-Mercaptoethanol) contenant 5u.M du peptide correspondant a celui 
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implique dans la construction lipopeptidique. 

[0094] A partir du 5eme jour de culture in vitro, I'activite des CTL peut etre detectee par le test classique de relarguage 
de 51 Cr. ( Martinon et al, J. Immunol., 142; 3489-3494, 1989). 

[0095] L'activite des CTL est testee a I'encontre de cellules cibles syngeniques en presence du peptide (NP 147-1 58 
£ R-, P3CSS Pep.NP, ou L1 -Pep.NP) ou a I'encontre de cellules cibles infectees par le virus influenza A. 

[0096] Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau I. La premiere partie du tableau conceme des resultats 
deja obtenus, avec le virus influenza total, la proteine NP 147-158 R du virus influenza et le lipopeptide P3 CSS- 
PEPNP, qui est compose du peptide NP 147-158 couplee a la tripalmitoyl S-glycerylcysteinyle-seryle-serine (DERES 
et al. precedemment cite ) . 

io [0097] La seconde partie du tableau conceme d'une part les essais d'immunisation effectues avec des liposomes 
contenant le peptide NP 1 47-1 58, et avec des lipopeptides LI, L2 et L3. Ces lipopeptides sont des molecules contenant 
respectivement une partie peptidique (NP 147-158) et une partie lipidique. Les lipopeptides L1, L2 et L3 ont done les 
formules suivantes : 



75 



NH2-TYQRIRALVT6-CO-NH-CH-CO-NH2 



20 



25 




C14 



30 



CHj-CO-NH CH 



■C0-NH-TY0RTRALVTG-CO- NH-CH-CO-NH^ 




40 



35 



La 




CM 



C14 



45 



50 



55 
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CO-NH ^H-C0-NK-TYORTRALVT6-C0-NH-CH CO'NH^ 



NH-CO 



C15 



C14 



C15 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



[0098] Les activites cytolytiques apres 5 jours, 1 2 jours et plus de 21 jours montrent que Ton obtient une tres forte 
activite pour le lipopeptide L1 compare aux autres essais effectues. 

EXEMPLE 4 

Immunisation par CBl CBo et CB^ a I'encontre du peptide ENV 312-327. 

[0099] Ce peptide est un fragment de proteine, code par le gene env du virus HIV. 
[0100] Les protocoles experimentaux sont identiques a ceux decrits dans I'exemple 3. 
[0101] Le tableau II resume les resultats obtenus. 

[0102] Dans ce tableau, CB-, , CB 2 et CB 3 correspondent a des lipopeptides formes a partir du peptide issu de la 
proteine ENV et d'un lipide. 

[0103] Les formules de CB 1} CB 2 et CB 3 sont les suivantes : 



NH 2 -IRIQRGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-NH 2 



C)4 



55 
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CH 3 -CO-NH-CH-C0-NH-IRIQRGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-NH a 



CB- 



CO*NH-CH-CO-NH-IRIQRGPGRAFVTIGK-CO-NH-CH-CO-NH 2 




[0104] Les resultats du tableau II montrent une activite importante pour I'un des lipopeptides (CBj). 
EXEMPLE 5: 

Immunisation a I'encontre du peptide ENV 302-335. 

[0105] Ce peptide est le fragment 302 a 335 de la protetne ENV du virus HIV. 

[0106] Les protocoles experimentaux sont identiques a ceux decrits dans I'exemple 3. 

[0107] Les resultats sont figures dans le tableau ML 

[0108] Les formules des lipopeptides CB 6> CBj et CB B sont les suivantes: 
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NH 2 -TRPNNNTRKSIRlQRGPGJlAFVTIGKIGNMRQAH'CO-NH-CH-CO-NH a 



CM 3 FKKH7/0CS ! RICaCPOUJ-VT: CX ! CNK.A0AH-CO-SK--CH -CD- NH 2 



CB 7 
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[0109] On remarque dans le tableau III que les deux lipopeptides CBe et CB 7 montrent des activites cytolytiques 
tres superieures au temoin. 

EXEMPLE 6: 

5 

Immunisation par CB i t CB^,CB C CB - ^, CB^o, CB^ et CB^ a I'encontre du peptide ENV 312-327. 

[0110] Les protocoles experimentaux sont sensiblement identiques a ceux decrits dans I'exemple 3. 

[0111] Le tableau IV reprend les resultats obtenus. 

10 [0112] La formule de CB1 est indiquee dans I'exemple 4. 

[0113] Les fonmules de CB 4 ,CB 5 CB 17 , CB 19 , CB 21 et CB 25 sont les suivantes : 



15 



20 



25 



CO 



'com oooh 



H 2 N0C 

R V- W% -\ 

HN 




45 



CB 5 = R n =-CO-(CH 2 ) 2 -CONH-IRIQRGPGRAFVTIGK-OH 



CB 19 = R"= -CO-CH 2 -NH-CO-(CH 2 ) 2 -CONH-IRIQRGPGRAFVTIGK-OH 



so 
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CONH CONH COR 




H 2 NOC CONH 

S — (h 2 c) 3 — / 

HjN— H 2 C~CONH COR' 



CB2lMfi6ngtd© A; R- OH 

R* «=NH- IRIQROPGRAPVTIOK— OH 

B ; R ■ NH — IRJQROPORAFVT10K — OH 
R'-OH 

-I TRPNNKTRKS IR IQRGPOR A.FVTIGKIGNMRQAH — CONH CONH a 



H IRIQROPGRAFVTIGK—CO — NH 'CONH 2 
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10 



15 



20 



eg 



25 [0114] L'extremite C-terminale de !a sequence 312-327 de la proteine GP 120 de HIV-1 (LAV-BRU) est sous forme 
carboxylique . Un acide a amino hexadecanoique racemique a ete fixe sur la region N-terminale . La fonction N-ter- 
minale est sous forme amine. 



35 



45 



50 



55 
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Revendications 

1. Utilisation d'un iipopeptide comprenant une partie peptidique ayant entre 10 et 40 acides amines environ, et pre- 
ferenti ell erne nt entre 1 0 et 20 acides amines environ, et comportant au moins un determinant antigenique induisant 
sp6cifiquement des lymphocytes T-cytotoxiques, ledit Iipopeptide comprenant egalement une ou plusieurs chaines 
derivees de la N-e-palmitoyl-lysine couplees sur des fonctions carboxyle desdits acides amines pour la fabrication 
d'un medicament pour I'immunisation du corps humain ou animal a rencontre d'agents pathogenes ou de cellules 
tumorales. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la chaine derivee est la N.N'-dipalmitoyl-lysine. 

3. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la chaine derivee est la N-palmitoyl-lysine. 

4. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la chaine derivee est la N-e-palmitoyl-lysylamide. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que les agents pathogenes sont des virus. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 dans laquelle les virus sont HIV1 et HIV2. 

7. Lipopeptide susceptible d'etre utilise selon la revendication 6 comprenant un fragment d'une proteine des virus 
HIV1 ou HIV2, ayant entre 10 et 40 acides amines environ, et preferentiellement entre 10 et 20 acides amines 
environ, et comportant au moihs un determinant antigenique induisant specif iquement des lymphocytes T-cyto- 
toxiques, ledit lipopeptide comprenant egalement une ou plusieurs chaines derivees de la N-e-palmitoyl-lysine, 
couplees sur des fonctions carboxyle desdits acides amines. 

8. Lipopeptide selon la revendication 7 caracterise en ce que la chaine derivee est la N-palmitoyl-lysine. 

9. Lipopeptide selon la revendication 7 caracterise en ce que la chaine derivee est la N-e-palmitoyl-lysylamide. 

10. Lipopeptide selon la revendication 7 caracterise en ce que la chaine derivee est la N'N'-dipalmitoyl-lysine. 

11 . Lipopeptide selon Tune des revendications 7 a 1 0, caracterise en ce que la proteine estcelle codee par le gene EN V 

12. Lipopeptide selon Tune des revendications 7 a 11 , caracterise en ce qu'il comprend le fragment 312-327, fragment 
302-335 de la proteine codee par le gene ENV. 
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FIG.2 
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